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Protocolo experimental. Ratos implantados com eletrodos 
intracranianos ou subcutâneos foram expostos por 10 min à 
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RESUMO: Embora os ataques de pânico sejam similares ao medo, eles não 
são acompanhados da ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA). O 
eixo HHA está igualmente inativo no pânico experimental à estimulação 
elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD). Como os 
glicocorticoides têm funções proeminentes na consolidação da memória, a 
quiescência/inibição do eixo HHA pode proteger o indivíduo contra o 
desenvolvimento de pânico situacional e da agorafobia. Portanto, o presente 
estudo examinou se a estimulação aversiva da MCPD suporta o 
condicionamento ao contexto da sua aplicação e se as respostas 
condicionadas são facilitadas pelo estresse de restrição (10 min) ou pela 
corticosterona (10 mg/kg, I.P.) aplicados 90 min ou imediatamente antes da 
sessão- teste. Para isto, os ratos foram submetidos a choques subcutâneos 
ou  estimulações da MCPD e expostos ao respectivo contexto 7 dias após. Os 
pareamentos foram repetidos por 5 dias consecutivos. Surpreendentemente, 
enquanto os ratos submetidos ao choque apresentaram respostas robustas de 
congelamento em todas re-exposições, os ratos submetidos à estimulação da 
MCPD apresentaram um aumento expressivo da atividade (hiperatividade 
condicionada) que foi progressivamente atenuado ao longo das 5 exposições. 
Em contraste, não foram observados nem congelamento, nem hiperatividade 
nas re- exposições ao contexto da estimulação da MCPD em intervalos de 24 
h. Notavelmente, enquanto a hiperatividade foi facilitada pelo estresse 
contíguo à re- exposição, ela foi abolida pelo estresse realizado 90 min antes. 
A corticosterona teve efeitos similares ao estresse. Estes resultados sugerem 
que o estresse contingente ao ataque de pânico favoreça o desenvolvimento 
do pânico situacional e, provavelmente, agorafobia. 
 
 
Palavras chave: Agorafobia, Ataque de Pânico, Corticosterona, Estresse, Matéria 
Cinzenta Periaquedutal, Pânico Situacional. 
ABSTRACT: Although panic attacks are similar to fear, they are not 
accompanied by activation of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis (HPA). 
The HPA axis remains likewise inactive in experimental panics to electrical 
stimulations of dorsal periaqueductal gray matter (DPAG). Because 
glucocorticoids have prominent roles in memory consolidation, the 
quiescence/inhibition of the HHA axis may protect the individual against the 
development of situational panic and agoraphobia. Therefore, the present study 
examined whether the aversive stimulation of MCPD supports the acquisition of 
conditioned responses to the context and whether these responses are 
facilitated by restraint stress (10 min) or the corticosterone (10 mg / kg, IP) 
applied 90 min or immediately before the test session. For this, the rats were 
subjected to either a subcutaneous shock or a DPAG stimulation and exposed 
to the respective context 7 days later. Pairings were then repeated for 5 
consecutive days. Surprisingly, while shocked rats presented robust freezing 
responses in all re-exposures, DPAG- estimulated rats showed an expressive 
increase of activity (conditioned hyperactivity) that was progressively attenuated 
over 5 exposures. In contrast, neither the freezing nor the hyperactivity was 
observed during re-exposures to the context of stimulation carried out at 24 h 
intervals. Remarkably, as well, while hyperactivity was facilitated by a stress 
contiguous to the re-exposure, it was abolished by the stress performed 90 min 
before. Corticosterone had effects similar to contingent stress. These results 
suggest that stress contingent to panic attack favors the development of both 
situational panic and agoraphobia. 
 
 
Keywords: Agoraphobia, Panic Attack, Corticosterone, Stress, Periaqueductal 
Gray Matter, Situational Panic. 
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1. PROCESSOS COGNITIVOS E NÃO COGNITIVOS DO TRANSTORNO DO 
PÂNICO 
 
1.1. PÂNICO ESPONTÂNEO, PÂNICO SITUACIONAL E AGORAFOBIA 
 
O medo e a ansiedade são emoções que cumprem papéis 
fundamentais na sobrevivência do indivíduo e da espécie. Segundo Darwin 
(1872) o homem amedrontado “fica primeiro paralisado, sem respiração, ou 
então se agacha, como para não ser visto ...os músculos superficiais tremem 
...Os olhos saltados fixam-se no objeto do terror...Em outros casos, produz-se 
um súbito e incontrolável impulso de fugir”. Darwin (1872) também fez uma 
descrição pormenorizada das respostas viscerais e autonômicas, “O coração 
bate rápida e violentamente ... a pele fica instantaneamente pálida ... e exsuda 
... [mas] a superfície permanece fria, de onde a expressão ‘suar frio’ ... Os 
pelos sobre a pele se eriçam, ... a respiração se acelera ... a boca fica seca ... 
À medida que o medo evolui para o terror ... O coração dispara, ou pode falhar 
e provocar um desmaio; há uma palidez de morte; a respiração é difícil ... a 
garganta fecha e engolimos seco ... Os intestinos são afetados. Os músculos 
do esfíncter deixam de agir e não mais retêm os conteúdos do corpo”. 
Contudo, existem circunstâncias em que estas respostas são 
desproporcionais à ameaça real ou ocorrem até mesmo na ausência de 
qualquer ameaça identificável. Nestas condições, diz-se que a ansiedade é 
patológica e prejudicial ao indivíduo. 
Embora seja difícil traçar um limite preciso entre ansiedade normal e 




animais. Em animais, o medo é geralmente associado às respostas ativas de 
fuga a uma ameaça próxima ou iminente, enquanto a ansiedade é associada 
às respostas de inibição comportamental, cautela (avaliação de risco) e 
esquiva às ameaças distantes ou potenciais (Deakin e Graeff, 1991; Gray e 
McNaughton, 2000). As respostas de defesa também dependem do contexto 
da ameaça. Por exemplo, a apresentação de um gato (ameaça proximal) a um 
rato elicia tanto a fuga para o abrigo mais próximo quanto a agressão 
defensiva (“raiva”) se o rato for encurralado, ou o “comportamento de 
congelamento” (freezing behavior), que pode durar várias horas, nos ratos que 
encontraram abrigo ou permaneceram em suas tocas (Blanchard e Blanchard, 
1989). Embora possamos encontrar comportamentos análogos no ser humano 
(Blanchard et al., 2001), a descrição clínica dos transtornos de ansiedade (TA) 
confere mais ênfase aos aspectos subjetivos (preocupação, sentir-se 
inseguro, dificuldade de concentração, irritabilidade, etc.) e às respostas 
viscerais e autonômicas (palpitações, sudorese, boca seca, dificuldade de 
respirar, etc.) (APA, 2013). 
Em todo caso, os TAs consistem no medo e ansiedade excessivos e 
em comportamentos aberrantes associados a estratégias defensivas contra 
ameaças reais ou imaginárias, presentes ou futuras. No caso das ameaças 
reais, o medo e a ansiedade devem ser desproporcionais às ameaças e 
persistir por mais de seis meses (APA, 2013). Em suma, a ansiedade é 
considerada patológica quando causa prejuízos à qualidade de vida e conforto 
do indivíduo, impedindo a realização dos seus objetivos (Hales e Yudofsky, 
1987). 
Os alicerces da classificação dos TAs foram lançados há mais de um 
17 
 
século por Sigmund Freud (1895). Mais notavelmente, Freud identificou dois 
transtornos fundamentais: uma síndrome predominante, que ele denominou 
“expectativa ansiosa”, e outra menos comum, denominada “ataques de 
ansiedade”. Segundo Freud, enquanto a ansiedade da “expectativa ansiosa” 
é flutuante e controla as ideias de forma antecipada aos acontecimentos, 
gerando preocupação, pessimismo e distorção da realidade, nos “ataques de 
ansiedade” a ansiedade irrompe abruptamente na consciência sem ter sido 
associada a nenhuma ideia. Freud também observou que os ataques de 
ansiedade eram frequentemente acompanhados de “agorafobia” (medo de 
locais públicos) e que esta não era relacionada a nenhuma ideia ou contexto, 
mas à presença de vertigem durante o ataque de ansiedade. Seus estudos 
também conferiram importância fundamental às “neuroses obsessivas”, pois 
considerava que as obsessões e compulsões seriam pistas de traumas 
excluídos da esfera consciente. Atualmente, estas síndromes correspondem ao 
transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno do pânico (TP) e 
transtorno obsessivo-compulsivo (TOC), respectivamente. A classificação atual 
também inclui as fobias específicas, fobia social, agorafobia, transtorno do 
estresse pós-traumático (TEPT) e transtorno agudo de estresse, dentre as mais 
importantes (APA, 2013). 
Dentre as manifestações clínicas da ansiedade, os ataques de pânico 
(AP) são o elemento central do TP. Os AP são crises recorrentes e 
inesperadas de medo e desconforto intensos que alcançam intensidade 
máxima em aproximadamente 10 minutos e duram entre 1 a 4 h em 50% dos 
pacientes (Angst e Wicki, 1993). O diagnóstico do TP requer que os AP sejam 
seguidos por pelo menos um mês de sequelas comportamentais, incluindo o 
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receio de ter novos ataques ou preocupações sobre possíveis implicações 
destes ataques (por ex., perder o controle, ter uma parada cardíaca, 
enlouquecer). Embora os AP possam ser deflagrados por contextos similares 
aos dos ataques anteriores (pânico situacional), o diagnóstico de TP exclui 
os AP que somente ocorrem durante a exposição a estímulos específicos 
(por ex., fobia social, fobia específica, TOC, TEPT, etc) (APA, 2000, 2013). 
Embora a prevalência do TP seja de 2% a 3% (APA, 2013), ele é 2 
vezes mais frequente  em mulheres e pode ocorrer em até 10% dos jovens 
adultos (4,8% em homens e 14,9% em mulheres) (Angst e Wicki, 1993; Briggs 
et al., 1993; Stirton and Brandon, 1988). Não obstante, O TP é a emergência 
mais frequente em clínicas de ansiedade (Bandelow e Michaelis, 2015) (Fig.1). 
 
Figura 1. Frequência semestral de atendimento de pacientes com transtornos de 
ansiedade na Universidade de Goettingen (de Bandelow & Michaelis, 2015).
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Pacientes com TP também se queixam de “ansiedade antecipatória”, 
isto é, do medo de falta de amparo na eventualidade de um AP, uma condição 
que pode agravar-se em “agorafobia” incapacitante. Não surpreendentemente, 
a agorafobia tem prevalência de 2,6% na população, de 7,4% nos pacientes 
com TP simples e, notavelmente, de 28,6% no TP complicado por depressão 
maior (DM) (Angst e Wicki, 1993). A prevalência de agorafobia em pacientes 
com diagnóstico simples de DM (2,8%) é, no entanto, similar à da população. 
Estes dados sugerem que a ocorrência de AP seja um elemento fundamental 
para o desenvolvimento da agorafobia. Não surpreendentemente, os critérios 
de diagnóstico de agorafobia são fortemente baseados no registro de APs 
antecedentes e/ou no receio de novos APs (ansiedade antecipatória) (APA, 
2000). A agorafobia tem um custo social elevado. A cada ano, 1,7% dos 
adolescentes e jovens adultos são diagnosticados como agorafóbicos e mais 
de um terço dos indivíduos afetados vive restrito à sua casa, interrompendo 
estudo se atividades profissionais. 
Embora o DSM-V descreva a agorafobia como o medo ou ansiedade 
intensos à exposição real ou potencial a locais abertos e/ou fechados, a 
transportes públicos, a filas ou multidões, ou aos locais ermos e desolados 
(APA, 2013), a “agorafobia” também pode ser independente do contexto, 
desenvolvendo-se após um único AP. Isto pode ser devido ao fato de que “o 
medo da falta de amparo durante o AP” acompanha o paciente aonde quer que 
este vá. Como consequência, o paciente opta por uma vida enclausurada em 
sua residência, ou na residência de algum parente, onde se sinta seguro. 
Contudo, é importante notar que apenas 14,3% dos pacientes apresentam 
agorafobia (Angst e Wicki, 1993) e que muitos agorafóbicos não tem problema 
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algum em sair de casa desde que acompanhados por alguém de confiança. 
Portanto, não podemos equiparar a agorafobia do TP à “fobia de locais 
públicos” simplesmente. A agorafobia também é muito mais frequente no 
pânico complicado por depressão. Em particular, Angst e Wicki (1993) 
observaram que enquanto a frequência de agorafobia seja de apenas 2,6% e 
2,8% em controles e pacientes depressivos, ela atinge 7,4% e 28,6% nos 
pacientes com pânico simples e pânico complicado por depressão, 
respectivamente. Os AP também parecem ser independentes da ansiedade 
antecipatória uma vez que a última pode subsistir à remissão completa dos 
AP em pacientes tratados com imipramina (Klein, 1964). 
Tabela 1. Porcentagem dos sintomas (±EPM) de ataques de pânico descritos pelos 
pacientes como pânicos espontâneos ou situacionais. Os sintomas originais foram 
reclassificados segundo ordem decrescente dos ataques espontâneos. n, número de 













Vertigem, desmaio 61,9 ± 5,7 64,7 ± 5,4 63,0 ± 4,5 
Palpitação 58,2 ± 6,1 58,7 ± 6,3 60,5 ± 5,4 
Tremores, vibrações 46,9 ± 6,0 41,7 ± 5,4 44,1 ± 4,8 
Falta de ar (shortness of breath) 45,7 ± 6,2 45,2 ± 5,7 44,5 ± 4.8 
Medo de perder controle e/ou razão 44,7 ± 5,8 54,5 ± 5,6 48,5 ± 4,9 
Sensação de irrealidade 40,7 ± 5,9 31,5 ± 5,6 31,6 ± 4,7 
Sudorese 37,2 ± 5,8 45,2 ± 6,0 41,6 ± 5,0 
Aperto no peito (chest tighness) 32,0 ± 5,8 39,8 ± 6,0 38,2 ± 4,8 
Ondas de calor ou frio 28,6 ± 5,0 34,2 ± 5,6 31,5 ± 4,4 
Medo de morrer 24,4 ± 5,5 14,5 ± 4,0 19,7 ± 4,1 
Náusea 20,5 ± 4,5 17,7 ± 4,0 20,2 ± 3,5 
Sensação de sufocamento 19,8 ± 5,1 19,5 ± 5,1 16,8 ± 4,0 
Dormência ou formigamento 18,5 ± 4,3 20,4 ± 4,1 19,2 ± 3,3 
 
No mesmo sentido, os AP são resistentes a terapias cognitivas e/ou de 
relaxamento que produziram atenuações significativas da ansiedade 
antecipatória (Adler et al., 1989). Adicionalmente, Adler e colaboradores (1989) 
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observaram que a ansiedade antecipatória correlaciona-se de forma apenas 
fraca ou moderada com a agorafobia e a gravidade da condição clínica, 
respectivamente. A dissociação tanto farmacológica quanto comportamental de 
pânico e ansiedade antecipatória sugere que estas condições sejam mediadas 
por processos relativamente independentes. 
Não obstante, os AP também são desencadeados por contextos ou 
estímulos associados àqueles dos ataques anteriores. Em realidade, Krystal e 
colaboradores (1991) encontraram prevalências similares para ataques 
espontâneos (82%) e situacionais (81%) (Tabela 1). A prevalência total de 
163% indica que 63% dos pacientes apresentaram ambos os tipos de ataques. 
Nestes pacientes, os ataques espontâneos foram similares aos ataques 
situacionais quanto à gravidade (5,4 ± 1,7 vs 5,8 ± 1,5), duração (39,9 ± 34,6 vs 
50,5 ± 41,9 min), frequência semanal (2,2 ± 1,5 vs 2,6 ± 2,9) e número de 
sintomas (5,0 ± 2,3 vs 4,8 ± 2,1) (Tabela 1). 
Embora frequência dos sintomas também tenha sido similar em ambos 
os tipos de ataque, o “medo de morrer” foi marginalmente mais frequente nos 
ataques espontâneos. Os ataques espontâneos também foram similares aos 
AP noturnos (8% dos AP) tanto em relação ao número de sintomas quanto à 
duração e gravidade. A existência de “ataques situacionais” sugere o 
desenvolvimento de “pânico condicionado” ao contexto e/ou estímulos 
associados aos ataques anteriores. Por outro lado, como a agorafobia 
correlacionou-se apenas fracamente com a ansiedade antecipatória (Adler et 
al., 1989), o seu desenvolvimento poderia ser devido à combinação dos 
processos endógenos implicados na ansiedade antecipatória com os processos 
de condicionamento do pânico aos contextos e/ou estímulos externos. Em 
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particular, agorafóbicos graves (extensive avoiders) apresentam histórico mais 
prolongado tanto de ansiedade antecipatória quanto de pânico (Adler et al., 
1989). Os últimos autores também mostraram que a agorafobia apresenta 
latência bastante prolongada (117±107 meses em agorafóbicos graves), 
sugerindo que o seu desenvolvimento seja um processo secundário devido à 
generalização do pânico situacional a múltiplos contextos. Ficamos, portanto, 
com duas hipóteses: 1) a agorafobia desenvolve-se rapidamente porque o 
“medo de desamparo na eventualidade do pânico” acompanha o paciente onde 
quer que ele vá, 2) a agorafobia desenvolve-se lentamente mediante 
generalização do pânico situacional. A enorme variabilidade da latência da 
agorafobia sugere a existência de ambos os mecanismos. Estudos 
epidemiológicos de ampla escala sugerem, por outro lado, que existem 2 tipos 
de TP - "respiratório" ou "não respiratório" - dependendo da proeminência dos 
sintomas respiratórios (Briggs et al., 1993; Roberson-Nay e Kendler, 2011; 
Roberson-Nay et al., 2012). Em particular, enquanto o pânico respiratório 
caracteriza-se por dispneia, falta de ar, sensação de sufocamento e 
hiperventilação, o pânico não-respiratório apresenta sintomas similares àqueles 
do medo, incluindo palpitações, tremores e transpiração. O pânico respiratório 
também é precipitado pela administração dos metabólitos finais da respiração, 
dióxido de carbono (CO2) e lactato de sódio (Adicionalmente, existem 
evidências (Briggs et al., 1993) que os pacientes com pânico respiratório 
apresentam mais ataques espontâneos e respondam melhor à imipramina, 
enquanto os pacientes com pânico não-respiratório apresentem mais ataques 
situacionais e respondam melhor ao alprazolam. 
Consequentemente, as principais teorias neurobiológicas sugerem que 
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os AP sejam alarmes falsos tanto à asfixia (Klein, 1993; Preter e Klein, 2014) 
quanto a uma ameaça iminente (Deakin e Graeff, 1991). Embora estas teorias 
não excluam a influência de processos cognitivos (corticais), elas sugerem que 
os AP sejam primariamente devidos à ativação errônea dos “alarmes 
biológicos” à asfixia ou ameaças próximas. Contudo, enquanto a teoria 
Deakin/Graeff (Deakin e Graeff, 1991; Graeff et al., 1996; Canteras e Graeff, 
2014) iguala o pânico a uma resposta intensa de medo, a teoria do alarme falso 
de sufocamento (Klein, 1993; Preter e Klein, 2008, 2014) afirma que o pânico 
clínico é similar ao medo da asfixia, diferindo do primeiro em vários aspectos. A 
última hipótese é fortemente apoiada pela ausência notável de respostas 
neuroendócrinas nos AP (Klein, 1993; Preter e Klein, 2008, 2014), 
A teoria cognitiva é a principal competidora destas teorias. Segundo a 
teoria cognitiva os AP seriam devidos à “catastrofização” de sintomas corporais 
frequentes em qualquer tipo de ansiedade (Clark, 1986; Ehlers e Breuer, 1992, 
1996; Ehlers et al., 1986, 1988, 2000; Gelder et al., 1993; Clark et al.,1997). Ao 
invés de “disparos falsos” (mistriggering) de alarmes biológicos ao sufocamento 
ou a uma ameaça iminente (Deakin e Graeff, 1991; Klein, 1993), as teorias 
cognitivas sugerem que os AP sejam uma “interpretação falsa” 
(misinterpretation) de sintomas comuns à ansiedade. Mais notavelmente, 
pacientes de TP tenderiam a interpretar as palpitações, dispneia e sensações 
de falta de ar como sinais da iminência de um ataque cardíaco. Estas teorias 
sugerem que o processo de “catastrofização do sintoma” seja devido à 
retroalimentação positiva de processos (corticais) de percepção e avaliação do 
sintoma, resultando na piora do próprio sintoma. Estas teorias também têm sido 
evocadas como o fundamento das terapias cognitivas e comportamentais do 
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TP (Gelder et al., 1993; Margraf et al., 1993). 
Não obstante, Beitman e colaboradores (Beitman et al., 1987; Fleet et 
al., 2000, 2003) observaram que existem AP sem medo. Num estudo de 
prevalência de pânico na emergência cardiológica, 41% de 104 pacientes com 
pseudoangina ou angina atípica foram diagnosticados como portadores do TP 
(Beitman et al., 1987). No mesmo sentido, 32% de 38 pacientes de pânico com 
dor torácica não experimentaram nem medo intenso, nem medo de morrer, 
nem medo de perder o controle ou de enlouquecer, nos AP mais recentes e de 
maior gravidade (Beitman et al., 1987). Por fim, Fleet e colaboradores (2000) 
compararam 333 pacientes cardíacos com 60 pacientes cardíacos com TP e 
com 48 pacientes cardíacos com TP sem medo. Notavelmente, os pacientes 
com TP comum apresentaram frequências maiores de TAG e agorafobia 
comparados aos pacientes de TP sem medo. Estes estudos sugerem que os 
AP podem ocorrer na ausência de sensações subjetivas de medo e de 
interpretações catastróficas dos sintomas cardíacos.Em vista destes dados, o 
presente estudo investigará as condições necessárias para o desenvolvimento 
do pânico situacional. 
 




Ao contrário do medo generalizado da agorafobia, o pânico situacional 
assemelha-se ao medo condicionado. Portanto, é da maior importância 
demonstrar se o pânico experimental é susceptível de condicionamento aos 
estímulos e contextos associados a pânicos anteriores. Como os sintomas do 
pânico situacional são praticamente idênticos aos do pânico espontâneo 
(Krystal et al., 1991), é igualmente importante verificar se as respostas do 
pânico condicionado são similares (fuga) ou distintas (congelamento) do pânico 
incondicionado e se os mecanismos neurais do pânico condicionado são 
similares àqueles do medo condicionado. 
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Décadas de pesquisa identificaram as áreas cerebrais que estão 
envolvidas no medo, extinção do medo, ansiedade e comportamentos 
defensivos relacionados. Estudos abundantes mostram que enquanto a 
amígdala e o hipocampo são cruciais na aquisição, consolidação, expressão e 
extinção do medo condicionado (Bannerman et al., 2004; Ciocchi et al., 2010; 
Davis, 1992; Haubensak et al., 2010; Kheirbek et al., 2013; LeDoux, 2012; 
LeDoux, et al., 1990; Maren e Fanselow, 1996; Maren, 2014; Maren e Hobin, 
2007), a matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) é fundamental na execução 
das respostas de medo tanto incondicionadas (Bittencourt et al., 2004; 
Blanchard et al., 1981; De Molina e Hunsperger, 1962; Schenberg et al., 2005; 
Sudré et al., 1993; Tovote et al., 2016) quanto condicionadas (De Oca et al. 
1998; Iwata et al., 1986; LeDoux, et al., 1990; Vianna et al., 2001a,b). Estes 
estudos basearam-se nas relações temporais entre as intervenções 
experimentais (estímulos, lesões, drogas, etc) e o processo do 
condicionamento. Por exemplo, enquanto as intervenções realizadas antes do 
treinamento interferem com a aquisição da memória/resposta condicionada, 
intervenções realizadas imediatamente após o treinamento interferem com a 
consolidação da memória. Por sua vez, intervenções realizadas imediatamente 
antes ou após as sessões de teste interferem na expressão ou extinção da 
resposta, respectivamente. Note que embora o bloqueio da aquisição e/ou 
consolidação da memória resulte bloqueie a expressão da resposta 
condicionada, a expressão da resposta condicionada (congelamento, fuga) 
pode, no entanto, ser bloqueada a despeito de um condicionamento efetivo. 
Em todo caso, evidências abundantes apoiam a participação da 
amígdala na aquisição do medo a um estímulo condicionado (CS) previamente 
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associado a um choque. Por exemplo, lesões da amígdala anteriores ao 
treinamento bloquearam a aquisição da respostas de medo tanto passiva 
(congelamento, supressão do comportamento de beber) quanto ativa 
(potenciação do susto a um ruído) a um CS (som, luz) (LeDoux 2000, 2012; 
Maren e Fanselow, 1996; Davis et al., 2003). Estudos adicionais mostraram 
que enquanto as respostas de hipertensão e congelamento são processadas 
pelas projeções da amígdala ao hipotálamo e MCPA, respectivamente (Iwata et 
al., 1986; LeDoux et al., 1984, 1988, 1990), a potenciação do susto pelo medo 
seria processada por projeções da amígdala aos neurônios do núcleo reticular 
caudal da ponte que controlam o salto a um ruído intenso (Davis, 1992). Mais 
notavelmente, LeDoux e colaboradores (1986a,b) mostraram que embora 
condicionamento do medo a um CS sonoro dependa das projeções do 
tálamo auditivo (geniculado medial) à amígdala, o condicionamento ocorre 
independentemente da integridade do córtex auditivo, sugerindo, portanto, que 
o medo possa ser processado de forma subconsciente. Contudo, estudos com 
lesões seletivas dos núcleos da amígdala mostraram que estes núcleos 
desempenham papéis diferenciados na aquisição do medo condicionado. Em 
particular, enquanto as lesões (pré-treino) da amígdala lateral (AL) e central 
(ACe) bloquearam a aquisição do medo condicionado, lesões da amígdala 
medial (AMe), basolateral (ABL) e acessória (AA) foram ineficazes (Nader et 
al., 2001). Adicionalmente, enquanto a lesão da AL bloqueou tanto o 
congelamento quanto a fuga a um som previamente pareado a um choque, 
lesões independentes da ACe e ABL bloquearam apenas um ou outro 
comportamento, respectivamente (Amorapanth et al., 2000). Nos últimos 
experimentos, é importante notar que os autores utilizaram o mesmo estímulo 
27 
 
sonoro como estímulo condicionado aversivo (CS) para eliciação da resposta 
de congelamento, ou como reforçador negativo (R-) da resposta de esquiva 
numa caixa de vaivém (shuttle-box). Estes resultados apoiam a participação de 
núcleos diferenciados da amígdala na aquisição das respostas de medo de 
paradigmas tanto respondentes quanto instrumentais de forma similar, os 
núcleos da amígdala também exercem papéis diferenciados na expressão das 
respostas de medo. Embora Jimenez e Maren (2009) mostraram que as 
projeções da ABL à ACe são essenciais na expressão da resposta de 
congelamento, Amorapanth e colaboradores (2000) mostraram que enquanto 
as lesões pós-treino da ACe somente afetaram a resposta (passiva) de 
congelamento a um som, lesões pós-treino da ABL afetaram apenas a resposta 
(ativa) de fuga ao mesmo som, presumivelmente, mediante as projeções da 
ABL ao estriado. Adicionalmente, enquanto as lesões pós-treino da MCPA 
bloquearam a resposta de congelamento ao CS (som), elas não tiveram efeito 
algum na supressão do comportamento alimentar pela apresentação do 
mesmo CS (Amorapanth et al., 1999). Estes resultados sugerem que a MCPA 
não esteja implicada na supressão comportamental do conflito experimental, 
um paradigma clássico de ansiedade.  
Por fim, estudos recentes de optogenética mostraram que enquanto a 
subdivisão lateral do núcleo central da amígdala (ACeL) seja necessária 
para a aquisição do medo condicionado, a subdivisão medial (ACeM) controla 
a expressão da resposta de congelamento mediante neurônios de projeção à 
MCPA (Ciocchi et al., 2010). Estes estudos sugerem que a plasticidade 
específica de neurônios fásicos e tônicos da ACeL para ACeM pode controlar a 
expressão e generalização do medo. Além dos estímulos salientes (foreground 
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stimuli), os contextos (background stimuli) são essenciais para lembrar o 
passado, interpretar o presente e antecipar o futuro. Estudos sobre aquisição 
e extinção do medo Pavloviano sugerem que os processos de 
aprendizagem e memória relacionados a contextos específicos envolvam o 
hipocampo, a amígdala e o córtex pré-frontal medial (Moscarello e Maren, 
2018). Disfunções desta rede podem estar envolvidas em várias 
psicopatologias, incluindo crises de estresse pós-traumático, fobias específicas 
(acrofobia, agorafobia, claustrofobia) e pânico situacional. A participação do 
hipocampo na aquisição do medo contextual é apoiada pela demonstração de 
que as lesões do hipocampo dorsal atenuam a resposta de congelamento ao 
contexto sem interferir no congelamento a um CS que foi associado ao choque 
(Kim e Fanselow, 1992; Philips e LeDoux, 1992; Maren et al., 1998). As lesões 
do hipocampo também prejudicam a aquisição do medo ao contexto num 
treinamento não-sinalizado (Kim et al., 1993; Maren e Fanselow, 1997). Não 
obstante, McNish et al. (1997) mostraram que enquanto as lesões do 
hipocampo dorsal atenuam aresposta (passiva) de congelamento ao contexto, 
elas não tiveram efeito algum sobre a resposta (ativa) de potenciação do susto 
pelo contexto aversivo. McNish et al. (1997) sugeriram que ao invés de um 
déficit de aprendizado, a atenuação da resposta de congelamento seria devida 
à "competição” da resposta de congelamento com a hiperatividade devida às 
lesões do sistema septo-hipocampal (Gray e McNaughton, 2000). Embora 
McNish e colaboradores (1997) não tenham quantificado a atividade geral dos 
ratos hipocampais, eles mostraram que as lesões da amígdala atenuam tanto a 
resposta de congelamento quanto a potenciação do susto nos ratos expostos 
ao contexto aversivo. De fato, estudos subseqüentes mostraram que o medo 
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ao contexto aversivo é atenuado por lesões da amígdala realizadas tanto 1 dia 
quanto 7 dias após treinamentos leves ou intensivos (1 ou 25 pareamentos 
contexto-choque, respectivamente) (Maren, 1998). 
A apresentação de comportamentos defensivos adequados em face da 
ameaça é essencial para a sobrevivência. Embora vários destes 
comportamentos sejam solidamente impressos (hard-wired), eles são passíveis 
de modulação, potenciação ou extinção. Por exemplo, enquanto o 
congelamento a um CS possa ser suprimido por extinção, a restauração das 
respostas extintas é altamente dependente do contexto, permitindo o 
desenvolvimento de respostas adequadas aos contextos de ameaças 
específicas. De fato, tanto animais quanto humanos evitam consequências 
nocivas se tiverem a oportunidade. Por exemplo, durante a aprendizagem da 
resposta instrumental de fuga, o congelamento deve ser suprimido para que o 
estímulo nocivo seja evitado. Dentre os mecanismos intrínsecos da amígdala, a 
inibição da resposta de congelamento pode ser efetuada por células da ACeL 
que inibem os neurônios de projeção da ACeM à MCPA (Haubensack et al., 
2010). Estas células estariam sob controle de influências extrínsecas do 
hipocampo e córtex pré-frontal (Moscarello e Maren, 2018). Especificamente, o 
hipocampo e o córtex pré-frontal medial seriam responsáveis pelo controle das 
respostas de congelamento e fuga mediadas pela excitação da amígdala (CS) 
e desinibição do núcleo accumbens (R+), respectivamente. 
Como a incapacidade de regular o medo e o comportamento defensivo é 
um componente central de vários transtornos de ansiedade, os circuitos 
cerebrais que promovem respostas flexíveis à ameaça são de grande 
significado clínico. Anormalidades destes circuitos podem desempenhar um 
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papel fundamental no pânico associado a várias condições psiquiátricas e, em 
particular, no pânico situacional. 
 
 
2.1. Funções cognitivas do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 
 
 
As emoções são devidas a mudanças tanto internas quanto externas ao 
indivíduo. Na esteira da teoria cognitiva, Gross (2001) propôs que as emoções 
se desenvolvem segundo um processo “circular” que tem início numa alteração 
da situação do indivíduo, e prossegue pela avaliação cognitiva (processos de 
atenção e memória) e respostas (processos motivacionais) de aproximação ou 
aversão à nova situação. Contudo, a “raiva” compreende uma diversidade de 
respostas desencadeadas por conflitos ou ameaças, incluindo alterações 
somáticas perceptíveis como “dificuldade de respirar”, “boca seca”, “tremor” e 
“mãos suadas”. Consequentemente, a raiva não é independente das respostas 
corporais associadas. 
Dentre as respostas endócrinas às situações aversivas, destaca-se a 
ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA). O eixo HHA controla a 
secreção do cortisol, em humanos, e da corticosterona (CORT) em roedores e 
outras espécies (de Kloet et al., 1998). A secreção dos corticosteroides é 
controlada pelo núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) por meio da 
secreção do hormônio liberador da corticotrofina (CRH) no sistema porta-
hipofisário. Na hipófise, o CRH liga-se a receptores específicos dos 
corticotrófos, promovendo a secreção do hormônio adrenocorticotrófico 
(ACTH), o qual estimula a secreção dos CORT pelo córtex adrenal (de Kloet et 
al., 1998). Os CORT também apresentam enormes variações circadianas, com 
picos nos períodos de maior atividade tanto das espécies diurnas (humanos) 
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quanto noturnas (roedores) (Spiga et al., 2014). Embora o eixo HHA tenha 
funções amplas na fisiologia normal do organismo, incluindo tanto a regulação 
do metabolismo de carboidratos, gordura e proteínas (Dallman et al., 1993, 
2007) quanto a função imunológica (Busillo e Cidlowski, 2013), um dos 
aspectos mais investigados do eixo HHA é a sua ativação em virtualmente 
todas as situações aversivas (Graeff et al., 2005; Herman et al., 2016; Selye, 
1936). O eixo HHA é controlado por alças de retroalimentação longa e curta 
que inibem a secreção de CRH e ACTH, no PVN e na hipófise anterior, 
respectivamente. Os CORT aumentam bruscamente após o estresse e 
penetram no cérebro com facilidade, ligando-se aos receptores citosólicos de 
alta afinidade do tipo mineralocorticoide (MR) (também chamados de 
receptores de CORT, ou CR), que estão localizados principalmente no 
hipocampo e septo lateral, e a receptores glicocorticoides (GR) de afinidade 10 
vezes menor, que apresentam distribuição um pouco mais ampla que a dos MR 
(de Kloet et al., 1998). Quando ativado, o GR dissocia-se da chaperona HSP e 
migra para o núcleo, onde se liga aos elementos de resposta hormonal (HREs) 
no ADN ou interage com outros fatores de transcrição, alterando a expressão 
gênica por diversos mecanismos (Guiochon-Mantel et al., 1996, apud Pariante 
e Miller, 2001). 
 No cérebro, o PVN é fortemente inibido por aferências do hipocampo e 
córtex pré-frontal (Radley et al., 2009; Radley e Sawchenko, 2011, 2015). 
Acredita-se, portanto, que enquanto a regulação do eixo HHA no repouso 
ocorre pela sub- regulação de MR que estão totalmente ocupados na maioria 
das condições (ocupância > 90% na manhã, noite ou estresse), a regulação do 
eixo HHA no estresse seria devida à ocupação dos GR, que estão virtualmente 
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desocupados na manhã (ocupância de 10%) e moderadamente ocupados na 
noite e no estresse (ocupâncias de 67% e 74%, respectivamente) (Reul e de 
Kloet, 1985; de Kloet et al., 1998). Foi proposto que o desequilíbrio das funções 
complementares dos MR e GR resultaria em transtornos emocionais, incluindo 
o estresse pós-traumático (Rimmele et al., 2010; Zhou et al., 2010). 
Notavelmente, enquanto o eixo HPA é quiescente nas duas primeiras 
semanas de vida, ele torna-se responsivo após um único episódio de privação 
materna de 24 h no 3º ou 10º dia pós-natal (PN) (Levine et al., 1991; ,b, 1995; 
Ladd et al., 2000; Liu et al., 1997). Embora o eixo HHA possa ser 
permanentemente alterado por situações estressantes em períodos críticos da 
infância, Daskalakis e colaboradores (2011) mostraram que a resposta do eixo 
HPA dos filhotes sofre rápida habituação após separações maternas diárias se 
os filhotes permanecem em suas gaiolas. Também existem evidências que o 
CRH e os CORT desempenhem um papel essencial na atenção e aquisição 
das respostas comportamentais ao estresse. Por exemplo, Reul e de Kloet 
(1985) mostraram que enquanto a ativação dos MR aumenta a flexibilidade 
comportamental e a sensibilidade do animal ao estresse, a ativação dos GR 
facilita a consolidação de memórias traumáticas (Oitz e De Kloet, 1992; Souza 
et al., 2014). Não surpreendentemente, estes receptores estão localizados em 
áreas do cérebro envolvidas na regulação emocional, aprendizagem e memória 
(Joels et al., 2006; Brinks et al., 2009.; de Kloet et al., 1988; de Kloet, 2014). 
Em particular, o hipocampo é extremamente vulnerável tanto ao estresse 
(isquemia, estimulação repetitiva, etc) e administração crônica de 
glicocorticoides exógenos (Watanabe et al., 1992) quanto à hipercortisolemia 
da síndrome de Cushing, na qual são observadas lesões devidas à retração de 
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processos dendríticos, inibição da neurogênese, neurotoxicidade e atrofia 
(Sapolsky, 2001). O CRH e seus receptores também são encontrados em 
regiões cerebrais associadas às respostas de atenção, memória e ansiedade 
(Sherman e Kalin, 1988). 
A importância fundamental dos CORT para a consolidação da memória 
aversiva foi demonstrada para resposta de imobilidade no teste de natação 
forçada (TNF) (Veldhuis et al., 1985; de Kloet et al., 1988; de Kloet e Molendijk, 
2016). Em particular, estes autores apresentaram evidências de que a ativação 
dos MR do hipocampo reduz o efluxo dopaminérgico ao núcleo acumbens e 
córtex prefrontal, promovendo a transição das respostas ativas (nadar, 
mergulhar, galgar as paredes) para a resposta passiva (boiar). Por sua vez, a 
retenção da imobilidade seria devida à ativação dos GR do giro denteado do 
hipocampo (de Kloet et al., 1988). Em particular, as microinjeções hipocampais 
do antiglicocorticoide mifepristona após a sessão-treino (TNF-1) bloqueiam a 
expressão da resposta de imobilidade na sessão-teste (TNF-2) do dia seguinte. 
Adicionalmente, embora o comportamento de boiar dos ratos 
adrenalectomizados seja normal em TNF-1, ele é dramaticamente reduzido em 
TNF-2 (Veldhuis et al., 1985). O comportamento de boiar é, no entanto, 
restaurado de forma dose-dependente em ratos adrenalectomizados tratados 
com CORT 15 min após TNF-1. Tal como ocorre nos pacientes com DM, 
pacientes com TP apresentam hiperatividade basal do eixo HHA. Esta 
hiperatividade é demonstrada pela resposta aumentada de CORT à 
administração de CRH em indivíduos pré-tratados com uma dose baixa de 
dexametasona (teste DEX/CRH) (Schreiber et al., 1996) (Fig.2). 
Notavelmente, no entanto, o eixo HHA não é ativado nem nos ataques 
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espontâneos ou situacionais de humanos (Cameron et al., 1987; Woods et al., 
1988), nem nos ataques experimentais de humanos (Hollander et al., 1989; 
Levin et al., 1987; Liebowitz et al., 1985; Sinha et al., 1999) e animais (Klein et 
al., 2010; de Souza Armini et al., 2015; Schenberg et al., 2008). Como a 
ativação do eixo HHA é esperada em situações de perigo que possam envolver 
gastos energéticos, a ausência de respostas neuroendócrinas nos AP é um dos 




Figura 2. Resposta do cortisol ao teste CRH/dexametasona em controles sadios, 
pacientes de pânico simples e pacientes com depressão maior. Os grupos foram 
administrados com 1 mg de dexametasona no dia anterior à administração do fator 
liberador da corticotrofina (CRH) (modificado de Schreiber et al., 1996). 
 
Dentre várias explicações, Klein (1993) sugeriu que o aumento da 
secreção dos CORT causaria aumentos do consumo de oxigênio que seriam 
contraproducentes numa situação de sufocamento. Contudo, Raff e 
colaboradores (1986, 1988) mostraram que o eixo HHA é ativado na hipóxia, 
na hipercapnia e, principalmente, na hipóxia-hipercápnica que é a condição 
mais próxima à asfixia. A ausência de respostas neuroendócrinas seria, 
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portanto, uma característica do pânico clínico e não do sufocamento. 
Também foi sugerido que a ausência das respostas neuroendócrinas 
deve-se aos processos adaptativos à hiperatividade do eixo HHA (Woods et al., 
1987). Não obstante, Petrowski e colaboradores (2010, 2013) mostraram que 
pacientes que sofreram apenas 1 ou 2 ataques e que apresentavam resposta 
normal de CORT ao despertar, apresentavam respostas neuroendócrinas 
reduzidas no teste de estresse social. Estes dados sugerem que o eixo HHA 
dos pacientes de pânico somente esteja hiporresponsivo nas situações de 
estresse agudo. Há, no entanto, uma terceira uma hipótese. Como os CORT 
estão envolvidos tanto na aquisição das respostas de manejo do estresse 
(stress coping) quanto na consolidação da memória aversiva (Veldhuis et al., 
1985; de Kloet et al., 1988; de Kloet e Molendijk, 2016), a inibição do eixo HHA 
durante os AP poderia ser um mecanismo de proteção do paciente contra o 
desenvolvimento de pânico situacional, agorafobia ou estresse pós-traumático, 
impedindo a consolidação da memória traumática. Durante os AP, a inibição do 
eixo HHA poderia ser mediada por projeções colecistocinérgicas da MCPA ao 
PVT, e deste ao PVN (Bhatnagar et al., 2000). Portanto, o presente estudo 
também investigará o efeito do aumento dos níveis de CORT no 
desenvolvimento de pânico situacional em ratos. 
 
2.2 Papel da matéria cinzenta periaquedutal nos ataques de pânico 
Embora a amígdala ocupe um papel central em várias teorias sobre do 
TP (Gorman et al., 2000; Ziemann et al., 2009; Johnson et al., 2014), pacientes 
com doença de Urbach-Wiethe que têm calcificações bilaterais extensas da 
amígdala e que não se recordam de experiências de medo, desenvolvem AP 
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tanto espontaneamente (Wiest et al., 2006) quanto experimentalmente à 
inalação de 35% de CO2 (Feinstein et al., 2013). Consequentemente, Feinstein 
e colaboradores (2013) sugeriram que o pânico seja mediado “no tronco 
cerebral” a despeito do papel estabelecido da amígdala e do hipocampo no 
processamento do medo e da ansiedade em homens e animais. No mesmo 
sentido, evidências abundantes sugerem que os AP sejam devidos à ativação 
da MCPA (Deakin e Graeff, 1991; Schenberg et al., 2001; Canteras e Graeff, 
2014; Schenberg et al, 2014; Schenberg, 2016; Graeff, 2017). A MCPA é, no 
entanto, uma estrutura heterogênea composta decolunas morfofuncionais 
situadas nas posições dorsomedial (MCPAdm), dorsolateral (MCPAdl), lateral 
(MCPAl) e ventrolateral (MCPAvl) ao aqueduto (Bandler e Depaulis, 1991; 
Bittencourt et al., 2004; Keay e Bandler, 2004; Ruiz- Torner et al., 2001) (Fig.3). 
Como as estimulações elétricas, químicas e optogenéticas das 3 primeiras 
colunas produzem comportamentos robustos de defesa (congelamento e fuga) 
acompanhados de respostas autonômicas intensas (Schenberg et al., 1993; 
Bittencourt et al., 2004; Schenberg et al., 2005; Deng et al., 2016; Tovote et al., 
2016), estas colunas têm sido genericamente denominadas de “matéria 
cinzenta periaquedutal dorsal” (MCPD) e são apontadas como o principal 
substrato dos AP. 
Mais notavelmente, estimulações elétricas da MCPD de humanos 
produzem sintomas virtualmente idênticos aos dos AP, incluindo ansiedade 
intensa, desejo de fugir, dispneia, palpitações, aperto no peito, medo de morrer 
e sensações de sufocamento ou falta de ar (Nashold et al., 1969; Amano et al., 
1978; Kumar et al., 1997; Young, 1989). A MCPD também foi intensamente 
ativada em voluntários relatando tanto dispnéia e sensações de falta de ar à 
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inalação de 8% de CO2 (Brannan et al., 2001) quanto medo de um ataque de 
um predador virtual capaz, no entanto, de desferir choques reais ao dedo do 
indivíduo (Mobbs et al., 2007). 
 
 
Figura 3. Organização colunar da matéria cinzenta periaquedutal. As figuras 
ilustram as colunas: (a) dorsomedial, (b) dorsolateral, (c) lateral (acima) e 
ventrolateral (abaixo). Abreviaturas: Aq, aqueduto cerebral; DR, núcleo dorsal 
da rafe; III, núcleo óculo-motor (modificado de Bandler et al.,1991). 
 
 
No mesmo sentido, os comportamentos de defesa à estimulação da 
MCPD de ratos foram marcadamente atenuados por antidepressivos tricíclicos 
(ADT) e inibidores seletivos da recaptura da serotonina (ISRS) em doses e 
regimes similares aos da terapia do TP (Schenberg et al., 2001). Em contraste, 
as administrações agudas de ADT, ISRS, maprotilina, buspirona e 
benzodiazepínicos tradicionais não tiveram efeito algum, tal como ocorre na 
clínica. Mais importante, de Souza Armini e colaboradores (2015) mostraram 
que estas respostas não são acompanhadas pela ativação do eixo HHA, uma 
característica estigmática do pânico clínico (Hollander et al., 1989; Levin et al., 
1987; Liebowitz et al., 1985; Sinha et al., 1999; Graeff et al., 2005). Estes 
resultados sugerem que as respostas à estimulação da MCPD sejam distintas 
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das respostas de medo processadas na amígdala. Estas diferenças são 
particularmente nítidas em ratos submetidos ao abrasamento (kindling) da 
amígdala. De fato, Tannure e colaboradores (2009) mostraram que embora 
estes ratos apresentem limiares reduzidos de defesa à aproximação do 
experimentador (resistência à captura), eles apresentam limiares aumentados à 
estimulação da MCPD. Em contraste, estudos de nosso laboratório mostraram 
que os limiares do pânico experimental à estimulação da MCPD estão 
reduzidos em ratos adultos que foram submetidos ao isolamento social 
neonatal ou privação materna na infância (Borges-Aguiar et al., 2018; Quintino-
dos-Santos et al., 2014), reproduzindo observações clínicas de que indivíduos 
que sofreram ansiedade de separação da infância apresentam risco aumentado 
de desenvolvimento do TP na vida adulta (Klein, 1964; Roberson-Nay et al., 
2012; McLaughin et al., 2010). Mais notadamente, nossos estudos também 
mostraram que a MCPA abriga um sistema de alarme à hipóxia que é 
sensibilizado pela pré-exposição à hipercapnia e inibido por tratamentos 
clinicamente eficazes com os panicolíticos fluoxetina, clonazepam e alprazolam 
(Schimitel et al., 2012, 2014; Casanova et al., 2013; Spiacci et al., 2015; Müller 
et al., 2017). No conjunto, esses estudos sugerem que a MCPA seja o 
substrato dos AP respiratórios e não-respiratórios (Canteras and Graeff, 2014; 











3. DESENVOLVIMENTO DE UM MODELO EXPERIMENTAL 
 DE PÂNICO SITUACIONAL 
 
3.1. PAPEL DA MATÉRIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL NO
 MEDO CONDICIONADO 
 
Evidências abundantes sugerem que a MCPA seja uma estrutura 
essencial na execução das respostas de defesa tanto incondicionadas quanto 
condicionadas (Bittencourt et al., 2004; Blanchard et al., 1981; De Molina e 
Hunsperger, 1962; De Oca et al., 1998; Deng et al., 2016; Iwata et al., 1986; 
LeDoux, et al., 1990; Schenberg et al., 2005; Tovote et al., 2016; Vianna et al., 
2001a). Em particular, estudos recentes de optogenética mostraram que a 
MCPD abriga populações especializadas de neurônios que disparam 
exclusivamente antes (detecção da ameaça) ou depois da deflagração da 
resposta de fuga (Deng et al., 2016). Os estudos de optogenética também 
adicionaram novas evidências de que as respostas de medo condicionado 
codificadas na amígdala são mediadas por projeções inibitórias da MCPAvl aos 
neurônios glutamatérgicos da formação reticular medial do bulbo que se 
projetam à medula espinhal (Tovote et al., 2016). 
Vianna e colaboradores (2001) mostraram, no entanto, que as respostas 
de defesa à estimulação da MCPAdl não são afetadas nem pela lesão da 
MCPAvl, nem pela alteração do contexto da estimulação. De fato, existem 
evidências de que a resposta de congelamento seja até facilitada pelas lesões 
da MCPAdl (De Oca et al., 1998). Em contraste, o medo condicionado a um 
som que foi pareado ao choque foi abolido pela lesão da MCPAvl (Vianna et 
al., 2001). No conjunto, estes resultados confirmam tanto a existência de 
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sistemas distintos de defesa nas regiões dorsal e ventral da MCPA quanto o 
caráter incondicionado das respostas de defesa à estimulação da MCPAdl. 
Adicionalmente, a insensibilidade das respostas eliciadas pela estimulação da 
MCPAdl à alteração do contexto é consistente com a ausência de conexões da 
MCPAdl com a ACe (Rizvi et al., 1991) e regiões do hipocampo (Keay e 
Bandler, 2004) presumidamente envolvidas no processamento do medo a 
estímulos condicionados e contextos, respectivamente (Bannerman et al., 
2003, 2004; Kheirbek et al., 2013). Não obstante, a MCPAdl estabelece 
conexões profusas com as camadas profundas do colículo superior que 
integram respostas visuomotoras com diversas modalidades sensoriais 
(Redgrave e Dean, 1991). A MCPAdl também é recipiente de informações 
olfativas da presença de predadores codificadas na AMe e nos núcleos 
hipotalâmicos anterior, ventromedial e premamilar dorsal (Gross e Canteras, 
2012). Os últimos autores também apresentam evidências de que a 
estimulação da MCPD pode suportar o condicionamento de medo aos 
contextos associados ao predador mediante conexões indiretas com o 
hipocampo. De fato, estudos de conectividade funcional em humanos sugerem 
que o hipocampo esteja “funcionalmente” conectado a todas as colunas da 
MCPA (Coulombe et al., 2016). 
Embora a MCPA seja tradicionalmente interpretada como uma “via final 
comum” do processamento das respostas de medo (Fernandez de Molina e 
Hunsperger, 1962; De Oca et al., 1998; Fanselow, 1991; Iwata et al., 1986; 
LeDoux, et al., 1990; Martinez et al., 2006; Tovote et al.,2015, 2016), estudos 
recentes sugerem que ela também possa estar envolvida na aquisição do 
medo condicionado, transmitindo as informações nociceptivas paraa amígdala 
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e outras estruturas prosencefálicas(Kim et al., 2013; Vianna et al., 2003a,b). 
Esta possibilidade é apoiada pela demonstração de ativação da MCPAl por 
estímulos nociceptivos (Keay e Bandler, 2004) e pelas conexões recíprocas da 
ACe com todas as colunas da MCPA, exceto a MCPAdl (Rizvi et al., 1991). 
Em particular, existem evidências convincentes da aquisição de medo 
condicionado tanto aos estímulos discretos (som, luz) (Di Scala et al., 1987; 
Castilho et al., 2001, 2002) quanto aos contextos (Kim et al., 2013; Deng et al., 
2016) que foram pareados às estimulações elétricas, químicas e optogenéticas 
da MCPA. 
De fato, Johansen e colaboradores (2010) mostraram que a inativação 
da PAG atenuou os disparos de neurônios amigdalares à aplicação de um 
choque, prejudicando a aquisição do medo condicionado. Mais notavelmente, a 
expectativa da aplicação do choque inibiu a atividade dos neurônios da ABL e 
MCPA. Estes dados indicam que a MCPA pode ser um relé importante na 
transmissão de sinais instrutivos para a amígdala. 
No mesmo sentido, Kim e colaboradores (2013) mostraram que 
enquanto as lesões ou inativações farmacológicas da ABL bloquearam as 
respostas de fuga à estimulação da MCPD, as lesões da MCPD não tiveram 
efeito algum sobre as respostas de congelamento à estimulação da ABL. 
Adicionalmente, mostraram que enquanto as estimulações da MCPAvle BLA 
são ineficazes como estímulos incondicionados, as estimulações da MCPD 
suportam condicionamento de medo (ao som e contexto) que é abolido por 
lesões da ABL. Não obstante, tanto a estimulação da MCPD quanto a 
estimulação da ABL eliciaram a fuga para o ninho durante uma tarefa de 
forrageamento num contexto seminatural. Por fim, Kim e colaboradores (2013) 
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mostraram que a pré-estimulação (priming) da MCPD modula a plasticidade 
das sinapses da via subículo-amigdalar. No conjunto, estes resultados sugerem 
que a ABL encontra-se a jusante da MCPD, contrariando a visão tradicional 
de que a última estrutura seja somente uma “via final comum” dos 
comportamentos de defesa. Contudo, é importante notar que enquanto Kim e 
colaboradores (2013) realizaram pareamentos simultâneos da estimulação da 
MCPD ao som e ao contexto, Deng e colaboradores (2016) parearam a 
estimulação da MCPD a contextos marcadamente diferentes. Portanto, as 
respostas de congelamento de ambos os estudos podem ter sido devidas a um 
condicionamento de segunda ordem, no qual a estimulação da MCPD foi 
associada ao estímulo condicionado (som) ou aos estímulos salientes do 
contexto (tácteis ou visuais), e não ao contexto propriamente dito. Mais 
importante, no entanto, Kim e colaboradores (2013) não realizaram grupos 
controles (estimulação intracraniana fictícia). Portanto, não podemos nem 
mesmo afirmar se houve eliciação das respostas condicionadas de 
congelamento ou locomoção nos ratos estimulados na MCPD ou na MCPAvl e 
ABL. De fato, Kim e colaboradores (2013) relataram que os ratos 
apresentaram apenas 30% de congelamento durante exposições de 8 min 
ao tom ou ao contexto que foram pareados à estimulação da MDPD (Kim et 
al., 2013). Estes resultados podem representar os períodos normais de 
quiescência do rato. Estas dúvidas são agravadas pelo registro automático da 
resposta de congelamento. 
Não obstante, Zanoveli e colaboradores (2007) relataram que apenas 2 
estimulações químicas da MCPD em dias consecutivos foram suficientes para 
o desenvolvimento da resposta de esquiva ao local da estimulação (conditioned 
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place aversion). Adicionalmente, mostraram que a re-exposição ao local da 
estimulação química causou aumentos pequenos, porém significantes, da 
expressão da proteína c-fos na MCPAdm, na ABL e no núcleo laterodorsal do 
tálamo. Propuseram, portanto, que o medo condicionado ao contexto da 
estimulação da MCPD seja processado por projeções da MCPAdm ao tálamo 
laterodorsal e deste à amígdala. Portanto, que o medo condicionado ao 
contexto da estimulação da MCPD seja processado por projeções da MCPAdm 
ao tálamo laterodorsal e deste à amígdala. 
Alternativamente, o desenvolvimento do medo contextual poderia ser 
bloqueado pela inibição aparente do eixo HHA durante os AP. Embora o eixo 
HPA não seja ativado nos AP clínicos e experimentais, de humanos e animais, 
Borelli e colaboradores (2013) relataram que microinjeções de doses baixas de 
CRH na MCPA aumentaram a resposta de congelamento, pressão arterial e 
freqüência cardíaca de ratos re-expostos ao contexto de aplicação de um 
choque nas patas. Adicionalmente, a microinjeção da dose mais baixa na 
MCPAvl (mas não na MCPD) produziu um aumento pronunciado do susto 
potenciado pelo medo. A estimulação da MCPD poderia levar ao 
desenvolvimento do medo condicionado no caso de uma eventual ativação do 
eixo HHA. 
Embora os estudos acima sugiram que a estimulação da MCPD possa 
servir de estímulo incondicionado para a aquisição do medo contextual, as 
sessões-testes destes estudos foram realizadas apenas 1 ou 2 dias após a 
44 
 
última sessão de treinamento (Kim et al., 2013; Deng et al., 2016; Zanoveli et 
al., 2007). Adicionalmente, o condicionamento ao contexto na ausência de 
estímulos discriminativos só foi demonstrado por Zanoveli e colaboradores 
(2007). Portanto, não existem informações sobre o tempo de retenção da 
resposta de medo condicionado ao contexto da estimulação da MCPD. 
Tampouco existem informações sobre os efeitos do nível basal de estresse 
e/ou da atividade do eixo HHA na retenção desta resposta.  
Por outro lado, achados recentes indicam que os glicocorticoides 
exercem influências complexas e, frequentemente, rápidas em fases distintas 
dos processos mnemônicos. Especificamente, enquanto os glicocorticoides 
facilitam a consolidação da memória de experiências de forte conteúdo 
emocional, eles prejudicam a recuperação da memória operacional e contextual 
em situações aversivas. Além disso, evidências crescentes indicam que os 
diferentes efeitos dos glicocorticoides dependem de uma interação não-
genômica mediada pela a ativação dos sistemas noradrenérgico e 
endocanabinoide da amígdala basolateral e hipocampo (Atsak et al., 2012a,b; 
Atucha et al., 2017). Enquanto os efeitos tardios dos glicocorticoides são 
mediados por mecanismos esteroides clássicos de regulação da transcrição, os 
efeitos relativamente rápidos dos glicocorticoides são mediados por um ou mais 
receptores de membrana acoplados à proteína G que podem, por outro lado, 
influenciar a transcrição gênica (Tasker et al., 2006). 
Em vista destes fatos, o presente estudo examinou a aquisição e 
recuperação da resposta condicionada ao contexto da estimulação da MCPD 
em testes realizados imediatamente após ou 90 min após o estresse de 






O presente projeto examinou algumas das condições que poderiam ser 
necessárias para o desenvolvimento do pânico situacional. 
 
3.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Verificar se os ratos desenvolvem respostas condicionadas ao contexto 
da estimulação elétrica da MCPD na ausência de quaisquer estímulos 
discriminativos. 
2. Verificar se os ratos desenvolvem respostas condicionadas ao contexto 
no qual foram aplicados choques subcutâneos na ausência de quaisquer 
estímulos discriminativos. Verificar os efeitos do estresse de restrição 
(10 min) aplicado imediatamente antes da sessão de estimulação 
elétrica da MCPD, na aquisição da resposta condicionada ao contexto da 
estimulação. 
3. Verificar os efeitos do estresse de restrição (10 min) aplicado 90 min   
antes da sessão de estimulação elétrica da MCPD, na aquisição da 
resposta condicionada ao contexto da estimulação. 
4. Verificar os efeitos da CORT (10 mg/kg) administrada imediatamente 
antes da sessão de estimulação elétrica da MCPD na aquisição da 
resposta condicionada, avaliando, portanto, os efeitos dos 
glicocorticoides em receptores de membrana. 
5. Verificar os efeitos da CORT (10 mg/kg) administrada 90 min antes da 
sessão de estimulação elétrica da MCPD na aquisição da resposta 




3.4. MÉTODOS  
3.4.1.Animais 
 
Foram utilizados ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus albinus) (n = 
150), machos, pesando entre 250 e 300 g, fornecidos pelo biotério Central da 
Universidade Federal do Espírito Santo. Os ratos foram alojados em grupos de 
5 sujeitos por gaiola (49 cm x 34 cm x 16 cm) com assoalho coberto com 
maravalha e água e comida ad libitum, num ambiente com som (45 dB) e 
temperatura (20-25ºC) controlados e ciclo de iluminação de 12 h (luzes 
acessas às 6:00 h). 
 
3.4.2 Eletrodos intracranianos 
 
Os eletrodos foram confeccionados com um fio de aço inoxidável de 250 
µm de diâmetro, isolado em toda extensão exceto na seção transversal de sua 
extremidade livre (California Fine Wire Company, Grover City, CA, EUA). Um 
outro fio de aço inoxidável, não isolado, serviu como eletrodo indiferente. Os 
eletrodos foram soldados a um soquete de circuito integrado (BCPT 50, 
Cromatek, Guarulhos, SP, Brasil). 
 
3.4.3 Eletrodos subcutâneos 
 
Os eletrodos subcutâneos foram confeccionados com segmentos 
curtos (5 mm) de agulhas hipodérmicas (nº 7.5) soldados a um fio flexível 
isolado em toda extensão. 
 
3.4.4. Implantação de eletrodos intracranianos 
 
Os ratos foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (0,25 g/kg, I.P., 
Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), pré-tratados com ceftriaxona sódica (30 mg/kg, 
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I.M. Novaquímica Sigma Pharma, Hortolândia, Brasil) e diclofenaco sódico (1 
mg/kg, I.M., Medley-Sanofi, Campinas, Brasil) e fixados a um aparelho 
estereotáxico (David Kopf, Tujunga, EUA) montado sobre uma placa térmica 
(35°C-36°C). Após a assepsia da parte superior da cabeça com álcool 70° e 
tintura de iodo, removia-se uma pequena área da pele e tecidos subcutâneos, 
expondo-se a calvária desde o bregma até o lambda (evitou-se a tricotomia para 
proteger a pele das lesões produzidas pela autolimpeza). Após a raspagem da 
gálea aponeurótica, foram feitos 4 orifícios (2 nos ossos parietais e 2 no osso 
interparietal), com o auxílio de uma broca odontológica, para a fixação de 
pequenos parafusos de aço inoxidável para ancoragem da prótese. A seguir 
realizou-se um orifício na -2,1 mm lateralmente e - 7,8 mm posteriormente ao 
bregma para introdução do eletrodo dirigido à MCPD, num ângulo de 15°, até a 
profundidade de 5 mm abaixo da superfície óssea. Após a soldagem do eletrodo 
indiferente a um parafuso de fixação e a limpeza e secagem da calota craniana, o 
campo cirúrgico foi preenchido com resina acrílica autopolimerizável e os ratos 
foram colocados numa placa térmica (32ºC) até se recuperarem da anestesia. 
 
3.4.5. Implantação de eletrodos subcutâneos 
 
Os ratos anestesiados foram fixados ao aparelho estereotáxico para 
exposição e limpeza da calvária. Os eletrodos subcutâneos foram introduzidos 
sob a pele da nuca do animal e conduzidos aos flancos direito e esquerdo com 
o auxílio de um trocarte. A extremidade livre dos eletrodos foi soldada a um 
soquete que era fixado ao crânio com 4 parafusos de aço inox e resina acrílica 
autopolimerizável, tal como na implantação dos eletrodos intracranianos. 
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3.4.6. Caixa de Estimulação (CE) 
 
Tanto as estimulações intracranianas (EIC) quanto os choques 
subcutâneos (CSC) foram aplicados numa caixa retangular com 60 cm de 
aresta e porta e teto de acrílico transparente. A caixa tinha paredes brancas e 
um espelho ao fundo (60 cm x 30 cm) que auxiliava na observação das 
respostas do rato. O assoalho era coberto por uma lona de plástico preto, 
ligeiramente áspero, subdividida em 16 espaços iguais. Quando fechada, a 
porta (“guilhotina”) deixava uma fresta superior de 5 cm que auxiliava na 
ventilação do ambiente. Após as sessões, a lona do assoalho era lavada com 
água e detergente. A caixa dispunha de uma microcâmera fixada ao teto 
(Topway TW3100-CA, Color CCD 1/3, lente 3,6mm), acoplada a um 
computador, que possibilitava a filmagem dos comportamentos para análise 
off-line. 
 
3.4.7. Determinação do limiar de fuga à estimulação elétrica da MCPD 
 
Os limiares de fuga à estimulação intracraniana (EIC) foram 
determinados 4 semanas após a neurocirurgia (D28). Para isto, os ratos eram 
conectados ao cabo de estimulação, colocados na CE e estimulados com 
pulsos senoidais (60 Hz, 30 s, a.c.) de intensidades crescentes, em passos de 
5 µA, até que apresentassem a resposta fuga (trotes, galopes e/ou saltos). Um 
conector giratório de mercúrio fixado ao teto da CE permitia a livre 
movimentação dos ratos. 
 
3.4.8. Determinação do limiar de contorção ao choque subcutâneo 
 
Os limiares de contorção também foram determinados 28 dias após a 
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cirurgia. Para isto, os ratos eram colocados na CE e recebiam choques 
subcutâneos (30 s, 0-7 V, a.c) de voltagem crescente, em passos de 2 V, até a 
apresentação da resposta de contorção. 
 
3.4.9.  Estresse de restrição 
 
Dois grupos foram submetidos a 10 min de restrição em tubos de PVC 
com 6,5 cm de diâmetro interno e 20 cm de comprimento. Os tubos tinham uma 
tampa fixa com 5 orifícios que permitiam a respiração do rato e, na outra 
extremidade, uma tampa móvel, ajustável ao tamanho do rato, com um orifício 
para passagem da cauda. Estudos nossos e de outros pesquisadores mostram 
que o estresse de restrição causa ativações acentuadas do eixo HHA (Hauger 
et al., 1988; Schenberg et al., 2008). 
 
3.4.10. Tratamento com corticosterona (CORT) 
 
Dois grupos foram tratados com corticosterona (I.P.), 90 min e 
imediatamente antes da  exposição  dos  ratos  à  CE.  A CORT  ,21- diol-
2,20-diona, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) foi dissolvida a 45°C em 
hidroxiestearato de polietilenoglicol 15 (Soluthol HS15 TM, Kolliphor®, BASF 
Corporation, Florham Park, EUA). A solução resultante (20 mg/mL) foi 
completada com salina (NaCl 0,9%, 50% v/v) e agitada vigorosamente, 
resultando numa suspensão finamente particulada de 10 mg/mL de CORT. 
 
3.4.11. Registros comportamentais 
 
Os comportamentos dos ratos nas sessões de determinação dos 




Dormir – Postura horizontal com olhos fechados, sem atividade 
olfativa, e com relaxamento muscular indicado pelo 
rebaixamento do tronco, cabeça e pescoço e pela flexão dos 
membros. Repouso – Postura horizontal com olhos semi-
abertos ou abertos, atividade olfativa reduzida e relaxamento 
muscular indicado pelo rebaixamento do tronco e pela flexão 
dos membros. O rato pode apresentar uma postura de 
“esfinge”, com o tronco rebaixado e pescoço e cabeça 
erguidos. 
Autolimpeza – Manipulação repetitiva dos pelos da cabeça, tronco e 
genitais usando as patas dianteiras ou a boca 
(comportamentos autodirigidos). 
Olfação – Exploração olfativa do ambiente indicada pelo movimento 
das narinas e das vibrissas e movimentos pendulares da 
cabeça em posição elevada. 
Esquadrinhar – Exploração visuomotora do ambiente caracterizada 
por movimentos laterais da cabeça, geralmente, 
acompanhados de olfação. 
Avaliação de risco – Exploração do ambiente com breves 
alongamentos do tronco (stretch-attending), olfação e 
esquadrinhamento. 
Levantar – Postura ereta, com extensão das patas posteriores. 
 
Locomoção – Deslocamento lento do animal por, pelo menos, dois 
espaços do assoalho da arena, mediante a projeção 
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simultânea das patas contralaterais anterior e posterior. 
Imobilidade tensa – Cessar brusco de todos os movimentos, 
frequentemente acompanhado de extensão dos membros 
(elevação do tronco), orelhas e pescoço e, às vezes, da 
cauda, indicando o aumento do tônus muscular. O cessar 
brusco das atividades pode resultar em posturas 
anômalasTrote – Esta resposta (e/ou galope ou salto) foi 
utilizada na determinação do limiar da fuga à estimulação da 
MCPD. O trote consiste no deslocamento rápido do animal 
mantendo o padrão contralateral da locomoção. 
Galope – Deslocamento rápido com a projeção alternada dos pares 
de patas dianteiras e traseiras. 
Saltos – Impulsos verticais, freqüentemente, em direção à borda 
superior da arena. 
Exoftalmia – Abertura máxima das pálpebras (contração do músculo 
tarso palpebral) e protrusão do globo ocular (contração do 
músculo orbital), o qual assume aspecto esférico e cor 
brilhante indicativa  de uma maior entrada de luz. Estas 
respostas resultam no aumento do campo visual e 
apresentam um sinergismo evidente com a midríase, também 
de natureza simpática, que ocorre durante a reação de defesa 
natural ou induzida por estimulação  intracraniana. 
Defecação e Micção – Eliminação de fezes e urina. 
 
Contorção – A resposta de contorção foi utilizada como limiar 
aversivo do choque. Esta resposta consistia numa contração 
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da musculatura do dorso seguida de um brusco recuo, 
movimentos com os membros anteriores e locomoção 
trôpega. A contorção era tanto precedida quanto seguida de 
respostas de congelamento, na vigência de choques 
subliminares ou após os choques supralimiares, 
respectivamente. 
Os comportamentos durante as exposições à CE somente foram 
quantificados nos 6 minutos iniciais dos vídeos de 10 minutos de duração. 
Foram quantificados os comportamentos de autolimpeza, levantar, locomoção, 
imobilidade, dormir, repouso e defecação. A locomoção foi medida pelo número  
de espaços do assoalho que foram invadidos durante a exposição ou re-
exposição à Ce. A duração da imobilidade (repouso e/ou dormir), bem como a 
frequência de autolimpeza, levantar e defecação (número de bolos fecais), 




Após a decapitação, as cabeças eram mantidas por aproximadamente 
10 dias em solução de formaldeído 10%. Em seguida, os cérebros eram 
removidos e mantidos por 2 dias adicionais em formaldeído 10%. Os blocos do 
mesencéfalo foram seccionados num micrótomo de congelamento (Leica DM 
2500, Wetzlar, Alemanha) em cortes de 40 µm de espessura. Os cortes foram 
estendidos em lâminas gelatinizadas, desidratados, corados com vermelho 
neutro (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) e montados com DPX (Sigma-Aldrich, St 
Louis, EUA). Os sítios das estimulações foram identificados e fotografados por 
microscopia de baixa magnitude (microscópio Leica DM 2500 acoplado a uma 
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câmera DFC 300 FX, Wetzlar, RDA). 
 
3.4.13. Descarte das carcaças 
 
As carcaças dos ratos foram armazenadas em freezers específicos do 
PPGCF e recolhidas pelo serviço sanitário de uma empresa especializada. 
 
3.4.14. Protocolos Experimentais 
Foram realizados 8 grupos experimentais (Tabela 2), nos quais a cirurgia 
foi designada como Dia 1 (D1): 
Grupo Controle (CTR, n=29): Este grupo foi constituído pelos ratos 
que não exibiram nenhuma resposta de defesa durante a sessão 
de determinação do limiar de fuga na CE (D28). Uma semana 
após (D35), os ratos eram conectados ao cabo de estimulação, re-
expostos à CE por 10 min e estimulados ficticiamente por 30 s. O 
pareamento do contexto e estimulação fictícia foi repetido nos 4 
dias subsequentes (D36-D39). 
Grupo Pré-estimulado (EIC-1, n=15): Aquisição da resposta 
condicionada ao contexto da determinação do limiar de fuga à 
estimulação intracraniana.  Uma semana após a sessão de 
determinação do limiar de fuga, os ratos eram conectados ao cabo 
de estimulação, re-expostos à CE por 10 min e submetidos à 
estimulação da MCPD com a intensidade limiar de fuga. O 
pareamento do contexto com a estimulação aversiva da MCPD foi 




Grupo Virgem (EIC-2, n=10): Aquisição da resposta condicionada 
ao contexto da estimulação intracraniana sem pré-determinação 
do limiar. Ao contrário do grupo EIC-1, o limiar de fuga dos ratos 
deste grupo foi determinado logo após a primeira exposição à CE 
(D35). Nos dias seguintes, o procedimento foi idêntico àquele do 
Grupo EIC-1. 
Grupo Choque (CHQ, n=10): Aquisição de resposta condicionada 
ao contexto da aplicação do choque subcutâneo. Uma semana 
após a determinação do limiar de contorção, os ratos eram 
conectados ao cabo elétrico, re-expostos à CE por 10 min e 
submetidos a um choque subcutâneo de 30 s com a voltagem 
limiar de contorção. O pareamento do contexto com o choque foi 
repetido nos 4 dias subsequentes (D36-D39). 
Grupo Estressado (RTR-0, n=10): Efeitos imediatos do estresse de 
restrição sobre a aquisição/expressão da resposta condicionada 
ao contexto da estimulação intracraniana. Os ratos eram 
submetidos ao estresse de restrição (10 min), conectados ao cabo 
de estimulação, re-expostos à CE por 10 min e, por fim, 
estimulados com o limiar de fuga. Estes procedimentos foram 
repetidos nos 4 dias subsequentes (D36-D39). 
Grupo Pré-Estressado (RTR-90, n=15): Efeitos tardios do estresse 
de restrição sobre a aquisição/expressão da resposta 
condicionada ao contexto. Em D35, os ratos eram submetidos ao 
estresse de restrição (10 min) e devolvidos às suas gaiolas, onde 
permaneciam por 90 min. Após isto, eles eram conectados ao 
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cabo de estimulação, re-expostos à caixa de estimulação por 10 
min e estimulados por 30 s com a intensidade limiar de fuga. Estes 
procedimentos foram repetidos nos 4 dias subsequentes (D36- 
D39). 
Grupo Efeito Imediato da Corticosterona (CORT-0, n=10). 
Avaliação dos efeitos imediatos (de membrana) da administração 
de CORT sobre a aquisição/expressão da resposta condicionada 
ao contexto. Em D35, os ratos eram administrados com 10 mg/kg 
de CORT (I.P.), conectados ao cabo de estimulação, re-expostos à 
caixa de estimulação (10 min) e estimulados por 30 s com a 
intensidade limiar de fuga. Estes procedimentos eram repetidos 
nos 4 dias subsequentes (D36-D39). 
Grupo Efeito Tardio da Corticosterona (CORT-90, n=10):  
 
Avaliação dos efeitos tardios (genômicos) da administração 
de CORT  sobre a aquisição/expressão da resposta condicionada ao 
contexto. Em D35, os ratos eram administrados com 10 mg/kg de 
CORT (I.P.) e devolvidos às  suas gaiolas, onde permaneciam por 90 
min. Em seguida, eles eram conectados ao cabo de estimulação, 
reexpostos por 10 min à CE e estimulados por 30 s com a intensidade 








Tabela 2. Protocolos experimentais. Os limiares de galope e contorção foram 
determinados 28 dias após (D28) a implantação dos eletrodos para aplicação 
dos estímulos intracranianos (EIC) e choques subcutâneos (CHQ). A única 
exceção foi grupo EIC-2, cujos limiares foram determinados em D35, após a 1ª 
exposição dos ratos à caixa de estimulação (CE). Foram realizados 4 
pareamentos adicionais em dias consecutivos (D36-D39). A contribuição do 
eixo HHA foi avaliada em grupos pré-estressados (10 min de restrição) quanto 
pré-tratados com corticosterona (10 mg/kg, I.P.). Estes procedimentos foram 
realizados tanto 90 min antes (RTR-90, CORT-90) quanto imediatamente antes 
















1ª exposição à CE 
CTR X  CE→EIC fictícia 
EIC-1 X  CE→EIC 
EIC-2  X CE→EIC 
CHQ X  CE→CHOQUE 
RTR-0 X  RTR→CE→EIC 
RTR-90 X  RTR→90 min→CE→EIC 
CORT-0 X  CORT→CE→EIC 
CORT-90 X  CORT→90 min→CE→EIC 
 
 
 3.4.15   Análise Estatística 
 
Os comportamentos foram avaliados por ANOVA para medidas 
repetidas (P<0,05). Comportamentos estatisticamente diferentes (between-
subject effects) foram comparados aos grupos CTR e CHQ por testes post hoc 
de Dunnett. O efeito do número de pareamentos (within-subject effects) foi 
avaliado por ANOVAs separadas dos grupos com estimulação (EIC-1, EIC-2), 
com estimulação e restrição (RTR-0, RTR-90) ou com estimulação e CORT 
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(CORT-0, CORT-90) versus CHQ e CTR. Os efeitos discretos dos 
pareamentos foram avaliados por contrastes lineares (1 g.l.) entre a primeira 
exposição (D35) e cada exposição subsequente (D36-D39) (por ex., D35CHQ-
CTR versus D37CHQ-CTR, etc). As comparações no mesmo dia (within-day 




O limiar médio de contorção foi de 8,4±1,0 V (30 s, 60 Hz, a.c.). Ratos 
submetidos à determinação do limiar de contorção (D28) apresentaram 
respostas conspícuas de congelamento em todas as re-exposições ao contexto 
da aplicação do choque (D35-D39). As respostas de congelamento iniciavam-
se imediatamente após a introdução do rato na CE e caracterizavam-se por 
imobilidade tensa, exoftalmia e virtual supressão dos comportamentos 
autodirigidos (autolimpeza) e exploratórios (avaliação de risco).Em contraste, 
grupos que apresentaram respostas de fuga à estimulação da MCPD (D28) 
apresentaram atividade exploratória igual ou significativamente maior que os 
controles na 1ª re-exposição à CE (D35). Como não houve diferença 
significativa nos limiares de fuga (Tabela 3), as diferenças comportamentais 
devem ser atribuídas às diferenças dos protocolos destes grupos. 
 
Tabela 3. Intensidades médias (±EPM) da estimulação elétrica da matéria 
cinzenta periaquedutal dorsal (30 s, 60 Hz, a.c.). 
Grupo n 
Limiar de Fuga 
(µA) 
EIC-1 15 44,7 ± 3,0 
EIC-2 10 42,0 ± 3,4 
RTR-0 15 45,0 ± 2,1 
RTR-90 15 43,3 ± 3,1 
CORT-0 10 43,0 ± 3,3 




4.1 Comportamento dos ratos na primeira exposição/re-exposição ao 
contexto no qual foi realizada a determinação dos limiares de fuga ou 
contorção. 
 
A ANOVA da primeira exposição/re-exposição à CE (D35) mostrou 
diferenças altamente significantes para imobilidade (F7,106= 6,7; P<0,0001), 
locomoção (F7,106= 5,98; P<0,0001), levantar (F7,106= 3,63; P<0,001), 
autolimpeza (F7,106= 6,33;P<0,0001) e, em menor grau, avaliação de risco 
(F7,106= 2,41; P<0,05) (Fig.4). Em contraste, não foram observadas diferenças 
significantes para a resposta de defecação. 
Em particular, o grupo CHQ apresentou períodos de imobilidade 
significativamente maiores que todos os outros grupos, exceto CTR e CORT-0 
(Dunnett). Por sua vez, o grupo CTR apresentou períodos de imobilidade 
maiores que EIC-1 e RTR-0 (Fig.4). Em contraste, não foram observadas 
diferenças entre CTR e EIC-2. Estes dados sugerem que a pré-estimulação da 
MCPD com a intensidade limiar de fuga (D28) reduziu a imobilidade dos grupos 
EST-1 e RTR-0 na primeira re-exposição ao contexto da estimulação (D35). 
Como corolário, as respostas de locomoção e levantar dos grupos EIC-1 e 
RTR-0 foram significativamente maiores que aquelas dos grupos CHQ e CTR 
(Fig.4). O grupo CORT-90 também apresentou locomoção mais intensa que o 
grupo CHQ. Em contraste, não houve diferenças significantes nem na 
locomoção, nem no levantar dos outros grupos relativamente aos grupos CTR 
e CHQ. Por fim, enquanto a autolimpeza foi aumentada nos grupos EIC-1 
(versus CHQ) e RTR-0 (versus CTR e CHQ), a avaliação de risco foi reduzida 




4.2 Comportamento total dos ratos em 5 pareamentos do mesmo contexto a 
estimulações da MCPD ou choques subcutâneos. 
A ANOVA das 5 exposições ao contexto forneceu resultados similares 
àqueles da primeira exposição. Os grupos apresentaram diferenças significantes 
de imobilidade (F7,106= 6,22; P<0,0001), locomoção (F7,106= 4,71; P<0,0001), 
levantar (F7,106= 3,82; P<0,001), autolimpeza (F7,106= 8,69; P<0,0001) e avaliação 
de risco (F7,106= 2,54; P<0,05). Contudo, os grupos também diferiram quanto à 
resposta total de defecação (F7,106= 3,37; P<0,005) (Fig.5). Em particular, o grupo 
CHQ apresentou períodos de imobilidade significativamente maiores que EIC-1, 
EIC-2, RTR-0, CORT- 0 e CORT-90. Embora o grupo CHQ também tenha 
apresentado imobilidade mais intensa que CTR e RTR-90, as diferenças não 
atingiram o nível de significância (Dunnett). Contrariamente, o grupo CHQ 
apresentou respostas menores de locomoção (versus EIC-1, RTR-0, CORT-0, 
CORT-90), levantar (versus EIC-1, EIC- 2, RTR-0, CORT-0, CORT-90), 
autolimpeza (versus CTR, EIC-1 e RTR-0) e avaliação de risco (versus CTR). O 
grupo RTR-0 também apresentou respostas menores de imobilidade e respostas 
maiores de locomoção, levantar e autolimpeza relativamente aos grupos CHQ e 
CTR. A resposta total de defecação dos grupos CHQ e CTR também foi menor 
que aquela do grupo EIC-2 (Fig.5). Mais notavelmente, a autolimpeza e a 
avaliação de risco foram as únicas respostas do grupo CHQ estatisticamente 
menores que as respostas do grupo CTR (Fig.5).Portanto, as reduções na 






Figura 4. Respostas comportamentais na primeira exposição de ratos virgens (EIC-2) 
ou de ratos experientes (demais grupos) que já haviam sido submetidos a pelo menos 
um pareamento contexto-estímulo/choque durante a determinação dos limiares 7 dias 
antes. As colunas representam médias (±EPM). A primeira re-exposição à CE foi 
realizada tanto isoladamente (CTR, EIC-1, CHQ) quanto imediatamente após o 
estresse de restrição ou o tratamento com corticosterona (RTR-0, CORT-0), ou 90 min 
após estes procedimentos (RTR-90, CORT-90). * P<0,05, + P<0,05, diferenças 
significantes em relação aos grupos controle ou choque, respectivamente (teste post 




Figura 5. Respostas comportamentais totais de 5 pareamentos, em dias consecutivos, 
do contexto a um choque subcutâneo ou a uma estimulação da MCPD. As colunas 
representam médias (±EPM). Demais abreviaturas como na Figura 4. * + P<0,05, 
diferenças significantes em relação aos grupos controle ou choque, respectivamente 
(teste post hoc de Dunnett). 
 
4.3 Curso temporal dos comportamentos do rato ao longo de 5 pareamentos do 
mesmo contexto às estimulações da MCPD ou choques subcutâneos. 
Somente foram observadas diferenças significantes no curso temporal 
dos comportamentos de EST-1 relativamente a CHQ e CTR. Embora os 
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períodos de imobilidade dos ratos EST-1 foram significativamente aumentados 
ao longo dos pareamentos (F4,56=3,09; P<0,05), não houve diferenças 
significativas em relação aos grupos CHQ e CTR (Fig.6). Em contraste, a 
resposta de locomoção do grupo EST-1 apresentou curso estatisticamente 
diferente da locomoção dos grupos CHQ (F4,240=2,79, P<0,05) e CTR 
(F4,240=3,92, P<0,005) (Fig.6). O curso da resposta de levantar de EST-1 
também foi diferente do grupo CHQ (F4,240=2,67, P<0,05) (Fig.7). 
Embora a locomoção e o levantar tenham sido virtualmente idênticos na 
primeira exposição dos grupos EST-1 e RTR-0, a hiperatividade (locomoção, 
levantar e autolimpeza) somente foi mantida nas re-exposições seguintes do 
grupo RTR-0, sofrendo um declínio acentuado no grupo EST-1. Como a 
autolimpeza também foi significativamente aumentada em RTR-0, a 
hiperatividade não foi exclusivamente relacionada à exploração do ambiente. 
Em todo caso, estes dados sugerem que enquanto a hiperatividade dos ratos 
EST-1 e RTR-0 foi devida à pré- estimulação da MCPD durante a determinação 
do limiar de fuga, a manutenção da hiperatividade em RTR-0 foi devida ao 
estresse de restrição contíguo à re-exposição ao contexto da estimulação. 
Os grupos CORT também apresentaram respostas de locomoção e 
levantar maiores que aquelas do grupo CHQ (Fig.6). Surpreendentemente, no 
entanto, o grupo RTR-90 não apresentou diferença alguma ou diferiu apenas 
pontualmente, em relação aos grupos CTR e CHQ. Exceto pela defecação 
nitidamente aumentada de EST-2, a defecação e avaliação de risco 







Figura 6. Respostas de imobilidade (acima) e locomoção (abaixo) ao longo de 5 
pareamentos diários do mesmo contexto a choques subcutâneos ou estimulações 
elétricas aversivas da MCPD. O grupo CTR foi estimulado ficticiamente. Exceto por 
EIC-2, todos os grupos já haviam sido submetidos a um pareamento durante a 
determinação dos limiares 7 dias antes. * P<0,05, + P<0,05, diferente da exposição 1 
em relação aos grupos CHQ ou CTR, respectivamente (contrastes lineares); § P<0,05,# 
P<0,05, diferente dos grupos CHQ ou CTR, respectivamente, no mesmo dia de 








Figura 7. Respostas de levantar (acima) e autolimpeza (abaixo) ao longo de 5 
pareamentos diários do mesmo contexto a choques subcutâneos ou estimulações 







Figura 8. Respostas de avaliação de risco (acima) e defecação (abaixo) ao longo de 5 
pareamentos diários do mesmo contexto a choques subcutâneos ou estimulações 
elétricas aversivas da MCPD. Demais detalhes como na Figura 6. 
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4.4. Localização dos sítios estimulados 
Os sítios cuja estimulação produziu respostas de fuga com intensidades 
inferiores a 70 µA localizaram-se na MCPAdl (n=52). Os eletrodos do grupo 
CTR localizaram- se nas camadas intermediárias do colículo superior e no 
núcleo intercolicular (n=16) (Fig.9). 
 
 
CTR,  EIC-1,  EIC-2,  RTR-0,     RTR-90,      CORT-0,       CORT-90 
 
Figura 9. Sítios estimulados. Embora todos os eletrodos tenham sido implantados 
no lado direito do cérebro, eles foram representados em lados distintos para melhor 
visualização. Os números representam as coordenadas ântero-posteriores em 






5.1 Ao invés do congelamento, ratos expostos ao contexto da estimulação elétrica 
da MCPD apresentam hiperatividade. 
 
Respostas conspícuas de congelamento, incluindo imobilidade tensa, 
exoftalmia e redução da avaliação de risco (Blanchard et al., 1991), somente 
foram observadas nos ratos expostos ao contexto do choque subcutâneo. 
Estes resultados mostram que os choques suportam o condicionamento 
contextual mesmo quando sua aplicação é independente de objetos externos, 
tais como grades ou bastões eletrificados. Desta forma, a aplicação de 
choques subcutâneos é similar à estimulação intracraniana, possibilitando 
comparações mais consistentes. 
O grupo CHQ também apresentou períodos mais prolongados de 
imobilidade (89% a 96% do tempo de exposição) tanto na primeira re-
exposição (D35) ao contexto em que foi determinado o limiar de contorção 
quanto nas 4 re-exposições (D36-D39) subsequentes. Comparados ao grupo 
CTR, os ratos do grupo CHQ apresentaram reduções significantes da avaliação 
de risco e reduções sensíveis, porém não significantes, da locomoção, levantar 
e autolimpeza. Portanto, a redução na avaliação de risco parece ser um 
elemento diferenciador entre imobilidade e congelamento. Estes resultados são 
consoantes com observações de retenção do medo contextual por, pelo 
menos, 28 dias após um único pareamento do contexto a um choque nas patas 
(Tulogdi et al., 2012). 
Em contraste, os ratos que exibiram respostas de fuga durante a sessão 
de determinação dos limiares (EIC-1, RTR-0) apresentaram atividade igual ou 
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significativamente maior (hiperatividade) que aquela de ratos virgens (EIC-2) e 
controles (CTR) na primeira exposição ou re-exposição ao contexto da 
estimulação, respectivamente. Embora a atividade do grupo EIC-1 tenha 
declinado significativamente ao longo das re-exposições, é importante salientar 
que ela jamais foi inferior à atividade dos grupos CTR, EIC-2 e, principalmente, 
CHQ. 
Estes resultados são diametralmente opostos aos relatos de eliciação de 
respostas de congelamento pela exposição ao contexto da estimulação da 
MCPD (Kim et al., 2013; Deng et al., 2016; Zanoveli et al., 2007). Embora estas 
diferenças possam ser devidas à ausência de estímulos salientes tanto 
condicionados (CS) quanto discriminativos (SD) no presente estudo, a 
interpretação do estudo de Kim e colaboradores (2013) é seriamente 
comprometida duração marcadamente diferente do CS (som) nas sessões 
treino (10 estímulos de 20 s) e teste (1 estímulo de 480 s), pelo registro 
automatizado do congelamento como a mera ausência de movimento  e, 
principalmente, pela ausência de um grupo controle que somente foi exposto 
ao som ou ao contexto. Em particular, os ratos controles (CTR) e virgens (EIC-
2) do presente estudo ficaram imóveis por mais tempo (57%-77%) que os ratos 
de Kim e colaboradores (2013) que expostos ao som (26%) ou ao contexto 
(34%) associados à estimulação da MCPD. 
Conforme esperado, a atividade dos ratos virgens (EIC-2) na primeira 
exposição ao contexto foi similar àquela dos ratos controles (CTRL) na primeira 
re-exposição ao contexto, 7 dias após a estimulação fictícia da MCPD. 
Surpreendentemente, no entanto, os ratos EIC-2 também apresentaram 
atividade normal em todas as exposições subsequentes à estimulação da 
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MCPD (D36-D39). Dentre outras possibilidades, a hiperatividade pode ter sido 
bloqueada pelo desenvolvimento de algum grau de inibição comportamental 
nas re-exposições realizadas em intervalos menores que 24 h. De fato, existem 
relatos de respostas de congelamento a contextos tanto discriminados quanto 
não-discriminados que foram associados a estimulações optogenética (Deng et 
al., 2016) e química (Zanoveli et al., 2007) da MCPD, respectivamente. A 
“competição” entre respostas passivas e ativas de medo não é inédita. Em 
particular, McNish e colaboradores (1997, 2000) mostraram que enquanto as 
lesões do hipocampo atenuam o medo a um contexto aversivo, elas facilitam a 
potenciação do susto pelo medo. Estes autores concluíram que o aparente 
déficit de aprendizagem do medo contextual nos ratos com lesão do 
hipocampo seria devido a uma “competição” entre o congelamento ao contexto 
aversivo e a hiperatividade decorrente da lesão do hipocampo. Ao invés da 
“competição” entre respostas independentes, Deakin e Graeff (1991) 
propuseram, que os sistemas de ansiedade (respostas passivas) e pânico 
(respostas ativas) inibem-se reciprocamente. Notavelmente, Tannure e 
colaboradores (2009) mostraram que o “abrasamento” (kindling) da amígdala 
facilita a fuga ao experimentador (resistência à captura) enquanto inibe a fuga 
à estimulação da MCPD, fornecendo, portanto, a primeira evidência pré-clínica 
da inibição recíproca dos sistemas de ansiedade e pânico da amígdala e 
MCPD, respectivamente. A inibição do pânico pela ansiedade explicaria tanto a 
indução de pânico por técnicas de meditação e relaxamento (Adler, 1987) 
quanto a ineficácia destas técnicas na terapia do pânico (Craske et al., 1991). 
Pacientes de pânico sem agorafobia também parecem ser mais ativos que 
ambos os indivíduos sadios e os pacientes de pânico com agorafobia (Clark et 
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al., 1990). As últimas observações reforçam a ideia de que os pacientes de 
pânico mantêm-se em atividade para reduzir o risco de um AP (Deakin e 
Graeff, 1991). No conjunto, estes dados sugerem que a resposta pró- pânico 
de hiperatividade ao contexto da estimulação da MCPD possa ser bloqueada 
por respostas residuais de congelamento (inibição comportamental) ao mesmo 
contexto quando a MCPD é estimulada em intervalos menores que 24 h. 
O rápido declínio da hiperatividade dos ratos EIC-1 também pode ser 
explicado pelo desenvolvimento progressivo de inibição comportamental ao 
longo dos pareamentos diários. Se este for o caso, a hiperatividade (pânico 
situacional) somente se expressaria se houver um intervalo longo entre as 
sessões treino e teste, possibilitando a dissipação da resposta de 
congelamento (medo condicionado). O intervalo do presente estudo (7 dias) foi, 
no entanto, muito menor que aquele (>28 dias) que seria necessário para o 
“esquecimento” do contexto previamente associado a um choque (Tulogdi et 
al., 2012). Portanto, mesmo que haja algum grau de condicionamento ao 
contexto da estimulação da MCPD, ele parece ser muito mais fraco que aquele 
obtido pela aplicação de choques elétricos, externos ou subcutâneos. Embora 
o condicionamento fraco ao contexto da estimulação da MCPD seja consistente 
com a ausência de conexões diretas desta estrutura com o hipocampo 
(Cameron et al., 1995), estudos de conectividade funcional em humanos 
sugerem que o hipocampo esteja “funcionalmente” conectado a todas as 









5.2 Efeitos tempo-dependentes do estresse sobre a hiperatividade ao contexto da 
estimulação da MCPD. 
Embora a hiperatividade (locomoção, levantar) tenha sido virtualmente 
idêntica na primeira re-exposição de ratos estressados (RTR-0) e não-
estressados (EIC-1) (Fig.4), ela somente foi mantida nas exposições 
subsequentes dos ratos estressados (Fig.6). Notavelmente, a autolimpeza 
também foi significativamente aumentada em todas as exposições do grupo RTR-
0 (Figs.4,7). Em contraste, não foram observadas diferenças significativas de 
atividade entre ratos pré-estressados (RTR-90) e controles (CTR). Estes dados 
sugerem que enquanto a hiperatividade ao contexto da estimulação da MCPD é 
facilitada por estresse contíguo à exposição, ela é inibida por estresses mais 
anteriores. 
Os efeitos tempo-dependente do estresse podem ter sido devidos às ações 
da CORT em receptores de membrana ou nucleares (Tasker et al., 2006; de Kloet 
et al., 2008). Embora a administração sistêmica de CORT tenha produzido 
aumentos moderados na locomoção e levantar, estes aumentos foram 
observados durante re- exposições realizadas tanto imediatamente (CORT-0) 
quanto 90 min (CORT-90) após a administração da CORT. A similaridade dos 
efeitos dos tratamentos pode ter sido devida à dose elevada do glicocorticoide (10 
mg/kg). Embora a administração pós-treino de uma dose elevada de CORT (10 
mg-1.kg-1.dia-1 por 5 dias) facilitou a resposta de congelamento a um CS sonoro 
(Corodimas et al., 1994), Atsak e colaboradores (2012a) mostraram que a 
administração de doses reduzidas de CORT (0,3-3 mg/kg) 1 h antes das sessões-
teste prejudicaram a expressão do congelamento a um contexto aversivo sem 
prejuízo do congelamento a um CS sonoro. Estes resultados sugerem um efeito 
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estímulo-específico do pré-tratamento com doses baixas de CORT. Esta noção é 
reforçada pelo bloqueio dos efeitos amnésicos da CORT após a microinjeção de 
antagonistas dos receptores endocanabinoides no hipocampo (Atsak et al., 
2012b). Exceto pela qualidade das respostas aos contextos associados ao 
choque (congelamento) e estimulação da MCPD (hiperatividade), os efeitos 
tardios (60 min após) das doses baixas de CORT do último estudo foram similares 
aos efeitos tardios (90 min após) do estresse no presente estudo. 
 
6     Conclusões 
Embora os sintomas do pânico espontâneo (incondicionado) sejam 
virtualmente idênticos àqueles do pânico situacional (condicionado) (Krystal et 
al., 1991), as respostas condicionadas podem ser idênticas, similares ou 
opostas às respostas incondicionadas (por ex., resposta de salivação à comida 
e CS versus respostas de agitação e congelamento ao choque e CS, 
respectivamente). Em particular, a hiperatividade condicionada difere tanto do 
congelamento quanto da fuga à estimulação da MCPD. Não obstante, a 
hiperatividade pode ser o equivalente animal dos sintomas altamente variáveis 
que prenunciam os AP situacionais. Em todo caso, é necessário ressaltar que 
jamais observamos respostas conspícuas de fuga ou congelamento durante a 
exposição ao contexto da estimulação da MCPD realizada 24 h ou 7 dias 
antes. 
Como os grupos EIC-1 e RTR-0 apresentaram hiperatividade virtualmente 
idêntica na primeira re-exposição ao contexto, a hiperatividade aumentada nas re-
exposições subsequentes do grupo RTR-0 sugere que o estresse contíguo à re-
exposição facilita a expressão e/ou a consolidação da
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memória aversiva. Contrariamente, a inibição do eixo HHA durante os 
AP clínicos (Hollander  et al., 1989; Levin et al., 1987; Liebowitz et al., 1985; 
Sinha et al., 1999) e experimentais (Schenberg et al., 2008; de Souza Armini; 
2015; Klein et al., 2010) protegeria o indivíduo do desenvolvimento do pânico 
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